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JH 要: 本 试验 通过 对 乌 鲁 肠 道内 产 蛋 白 酶 好 氧 菌株 进行 分 离 和 培养 , 并 测定 其 产 蛋 白 酶 能 
蔡 代 鱼粉 对 马 鲁 肠 道 好 氧 阔 组 成 及 产 重 白 酶 能 力 的 影响 。 首先 配制 以 鱼粉 为 


主要 蛋白质 源 的 对 照 组 CD, 组 ) 饲料 ， 饲 料 中 鱼粉 添加 量 为 55%; 然后 用 豆粕 替代 对 照 组 
饲料 中 不 同比 例 的 鱼粉 ， 配 制 2 种 试验 饲料 ， 使 得 饲 粮 中 豆粕 添加 量 分 别 为 35% (D2 2H) 
和 75% (D3 组 )。 上 述 3 种 试验 饲料 分 别 投 喂 平均 体重 为 (10.50+0.84) g AY fon fi 8 


周 ， 每 种 试验 饲料 投 喂 3 个 重复 ， 每 个 重复 28 尾 鱼 ， 试 验 在 室内 养殖 系统 中 进行 。 结 果 显 
示 : 随 着 豆粕 蔡 代 鱼粉 比例 的 增加 , B5 BEE CAR He 


、 增 重 率 和 特定 生长 率 显 著 降低 CP<0.05 )。 


从 3 组 乌 鲁 肠 道内 共 分 离 出 21 株 产 和 蛋白酶 好 氧 菌 ， 其 中 ，Di1 组 为 16 株 ，D; 组 为 19 株 ， 


D; 组 为 20 株 。 以 水 解 圈 直 径 与 菌株 直径 之 比 (R/r) 表示 产 蛋 白 
降低 了 菌株 P1004 和 P1018 的 Rr 值 (P<0.05) ， 但 显 
值 CP<0.05) 。 随 着 豆粕 蔡 代 鱼粉 比例 的 增 力 
对 产 蛋 白 酶 能 力 最 大 的 菌株 P1009 进行 生理 


生化 特征 鉴定 和 16S rDNA 序列 分 析 , 得 出 菌株 
P1009 为 铜绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas aeruginosa) 。 本 试验 结果 表明 ， 乌 鲁 肠 道内 存在 着 


酶 能 力 ， 豆 粕 蔡 代 鱼粉 显著 


著 增 加 了 菌株 P1009 和 P1012 的 R/r 


|, WR P1018 AY R/r 值 显著 下 降 (P<0.05) 。 


丰富 的 产 蛋 白 酶 好 氧 菌 , 豆粕 蔡 代 鱼 粉 对 乌 鳄 肠 道内 产 蛋 白 酶 好 氧 


菌 数 量 和 产 和 蛋白 酶 能 力 产 


生 了 一 定 影响 ， 马 鳃 肠 道 内 产 蛋 白 酶 能 力 最 强 的 菌株 P1009 se HAR ABC AA HL ba» AY DA EOS 


其 作为 益生 菌 开 发 


BIYE CE bel AH o 
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10 一 10 个 细菌 的 范围 内 后 ， 这 些 细菌 存在 于 宿主 消化 道中 特定 的 


附着 着 一 个 复杂 的 、 动 态 的 微生物 群体 ， 
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消化 、 营 养 吸 收 、 


能 量 代 谢 等 过 
测序 分 析 发 现 ， 微 生物 基因 组 中 含 


23] 3 
#3] | 


通过 对 人 类 后 肠 微生物 元 基因 组 进行 大 规模 鸟 枪法 


TK 


量 与 糖 类 、 氮 


基 酸 、 外 来 化 合 物 、 
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甲烷 、 维 生 素 和 胆 


固 醇 等 物质 代谢 相关 的 基因 外。Bairagi SPRI, ta (Ctenopharyngodon idella) 肠 道中 富 


T HEATED IE E 


化 培养 是 获得 


水 产 益 生 菌 的 主要 来 源 ， 
同 鱼 类 上 肠 道 分 泌 的 消化 酶 共同 降解 饲料 中 的 营养 成 分 , 提 


通过 


白 酶 和 纤维 素 酶 的 微生物 。 对 鱼 类 肠 道中 能 分 小 消化 酶 的 微生物 进行 


cor 


SEIS 


例如 ， 癌 饲料 中 添加 益 


生 菌 能 有 效 提高 


(Oreochromis niloticus 9x0. aureus G) " 


此 外 ， 消 化 道内 的 菌 群 
链 式 反应 -变性 梯度 凝 胶 
MERE 


Ug E fi 


fi& (Elopichthys bambusa) 的 肠 道 


AE Pr] PS RIO SRG UE 3S P RAV a EE 


] 的 生长 速 


[p 
结构 存在 


日 益 减 少 ， 
水 产 饲料 对 鱼粉 资源 


量 急剧 上 升 ， 但 由 于 过 度 


TR 
世界 鱼粉 的 供应 
的 依赖 ， 


pmj 
Li 


4 生 菌 株 定植 在 


RES 28 


1 类 肠 道 内 ， 


可 以 协 


高 鱼 类 的 饲料 条 


an 


OR (Schizothorax davidi) 


束 度 和 肠 道 消化 酶 活性 。 


效率 和 生长 效率 。 
中 和 奥 尼 罗 非 鱼 


ake 


显著 


差异 


是 缓解 鱼粉 资源 压力 的 


需求 。 


性 进行 了 研究 ， 


结构 对 食物 具有 可 塑性 ， 易 受 饲料 营养 成 分 的 影响 中 11。 
Byk (PCR-DGGE) 指纹 分 析 并 结合 克隆 、 
结果 发 现 用 配合 饲料 和 冰 


钟 
测序 ， 对 


ESF 


。 水 产 养殖 业 的 快速 发 展 使 得 对 鱼粉 的 需求 


环境 污染 及 厄尔尼诺 现象 等 不 良 气候 的 影响 ， 野 生 
不 能 满足 养殖 


鱼粉 资源 


减少 水 产 饲料 中 鱼粉 的 添加 量 ， 从 而 降低 


了 效 措施 之 一 。 在 对 


HAT BARE AAD 


的 研究 中 ， 由 于 豆粕 具有 蛋白质 含量 高 、 消 化 率 高 和 氨基 酸 平衡 等 特点 ， 被 作为 水 产 饲 料 中 
适宜 的 植物 蛋白 质 源 。 本 研究 通过 对 乌 鳄 C(Chanma areus) 肠 道内 产 蛋 白 酶 好 氧 菌株 的 培养 ， 
并 测定 其 产 蛋 白 酶 的 能 力 ， 来 评价 不 同 蛋白 质 源 〈 全 鱼粉 和 豆粕 蔡 代 部 分 鱼粉 ) 对 乌 鳄 肠 道 
好 氧 菌 组 成 及 产 蛋 白 酶 能 力 的 影响 ， 为 进一步 完善 乌 鱼 肠 道 微 生 态 营养 理论 提供 数据 支持 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 饲料 配方 和 制作 

对 照 组 CD, 组 ) 饲料 蛋白 质 源 为 鱼粉 ， 添 加 量 为 55%。 在 对 照 组 饲料 的 基础 上 ， 用 豆 
粕 替代 不 同比 例 的 鱼粉 配制 2 种 试验 组 饲料 , 饲 粮 中 豆粕 添加 量 分 别 为 35% (D> 28) All 75% 


(D3 组 ) 。 


FE, 


#1 


试验 饲料 组 成 及 营养 水 平 见 表 1. 
后 添加 鱼油 和 大 豆 卵 磷脂 充分 混合 ， 


试验 


fic 
加 水 混 匀 后 在 螺杆 挤 压 机 中 甫 
50 CC 烘 箱 内 干燥 后 置 -20 CC 冰箱 保存 。 


1 饲料 前 ， 所 有 原料 过 


饲料 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 


80 Affi, Wee), A 


Table 1 Composition and nutrient levels of experimental diets (DM basis) 


| 成 3.0 mmx4.0 mm 的 颗 


% 


54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 


62 


63 


组 别 Groups 
项 目 Items 


D, D; D; 
原料 Ingredients 
鱼粉 Fish meal 55.00 35.00 15.00 
豆粕 Soybean meal 35.00 75.00 
面粉 Wheat flour 25.00 18.00 0.44 
Zk Wheat bran 10.44 2.44 0.00 
大 豆 卵 磷脂 Soybean lecithin 2.00 2.00 2.00 
鱼油 Fish oil 4.00 4.00 4.00 
维生素 预 混 料 Vitamin premix” 0.50 0.50 0.50 
矿物 质 预 混 料 Mineral premix” 0.50 0.50 0.50 
磷酸 二 氧 钙 Ca(H;PO4) 1.50 1.50 1.50 
SUVA Choline chlorine (95%) 1.00 1.00 1.00 
LAAIE Ethoxyquin 0.03 0.03 0.03 
维生素 C Vitamin C 0.03 0.03 0.03 

100.0 
合计 Total 100.00 — 100.00 
0 

营养 水 平 Nutrient levels 
干 物 质 DM 92.78 92.83 93.41 
粗 蛋 白质 Crude protein 42.27 43.39 4225 
粗 脂 肪 Crude lipid 8.87 8.50 8.13 
粗 灰分 Ash 13.54 12.81 12.39 


0 维生素 预 混 料 为 每 千克 饲料 提供 Vitamin premix provided the following per kg of diets: VA 32 mg, VD 5 
mg, VE 240 mg, VK 10 mg, VB, 25 mg, VB; 45 mg, 烟 酸 nicotinic acid 200 mg, VB 20 mg, 生物 素 biotin 
60 mg， 肌 醇 inositol 800 mg， 泛 酸 钙 calcium pantothenate 60 mg， 叶 酸 folic acid 20 mg, VB, 10mg, 
VC2000 mg， 微 晶 纤 维 素 microcrystalline cellulose 4 292.54 mg. 

2 矿物 质 预 混 料 为 每 千克 饲料 提供 Mineral premix provided the following per kg of diets: CuSO4*5H;O 
10mg, Na5SeO; 20 mg, MnSO,*H50 45 mg, CoCl;*6H50 (1%) 50 mg，ZnSO4H2O 50 mg. Ca(IO3); 
(1%) 60 mg, FeSO4eH,0 80 mg, MgSO4*7H5;0 1 200 mg， 沸 石粉 zeolite powder 18 485 mg. 

1.2 试验 用 鱼 及 养殖 管理 


试验 用 马 鳃 幼 鱼 购 自 江 苏 省 扬州 市 高 邮 董 氏 特 种 鱼 类 养殖 场 , 为 当年 人 工 培育 的 同一 批 
种 苗 ， 大 小 均匀 、 健 康 无 病 。 养 殖 试验 在 扬州 大 学 水 产 养 殖 温 室内 进行 ， 养 殖 容器 为 300 L 
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的 玻璃 钢 桶 ， 桶 内 水 流速 度 为 2 L/min。 试 验 前 投 喂 商业 饲料 ( 粗 蛋 白质 含量 为 45%) ， 暂 养 
2 周 以 适应 环境 。 试 验 开始 前 禁 食 24 h， 然 后 选择 体重 相近 [ 


马 鲁 幼 鱼 ， 随 机 分 为 3 


和 17:00) 试验 饲料 , 每 日 观察 摄食 情况 并 记录 ，j 


在 养殖 期 间 ， 每 周 检测 


AS.5~6.5 mg/L, AA 


(10.50-0.84) g]、 体 格 健壮 的 


日 ， 每 组 设 3 个 重复 ， 每 个 重复 放养 28 


尾 鱼 。 每 天 人 工 投 喂 2 次 〈08:00 


周 整 饲料 投 喂 达 饱 食 水 平 , 试验 周期 为 8 周 。 


2 次 水 质 指标 ， 水 温 为 〈27.5+1.53) C, pHN6.7~6.9, WAWE 


浓度 为 0.037 一 0.072 mg/L. THRA 


1.3 样品 收集 及 指标 测定 
养殖 试验 结束 后 , 乌 鳃 试验 鱼 禁 食 24h 后 取样 。 所 有 试验 鱼 在 取样 前 要 用 MS-222 C100 
mg/kg) 麻醉 ， 以 减少 取样 操作 对 鱼 体 产生 的 应 激 。 逐 尾 鱼 称 重 ， 计 算 增 重 率 〈WGR) 和 特 


定 生 长 率 (SGR) ; if 
计算 公式 如 下 : 
增 重 率 (%) =100 


数 每 桶 的 鱼 尾 数 ， 计 算 成 活 率 (SR)。 


x CW,— Wo) /Wo; 


特定 生长 率 〈%/d) =100x (InW,—InWo? /i; 


成 活 率 (96) =100 


xN,/Noo 


浓度 为 0.014 一 0.031 mg/L. 


式 中 : 1 为 试验 初 各 组 鱼 体 总 重 (g) ; 所 为 试验 终 各 组 鱼 体 总 重 (g) ;Wo 为 试验 初 


初 各 组 鱼 尾 数 ，Nt 为 试 


验 终 各 组 鱼 尾 数 。 


手术 剪 和 手术 刀 进 行 解 


Hp. Bude. HK dc gi 


2.5 mL 磷酸 盐 缓冲 液 
中 ， 并 进行 3 次 重复 
好 氧 菌 的 培养 : 使 


m 


(PBS) 。 为 保证 试验 数据 的 可 靠 性 ， 


试验 。 


各 组 鱼 平均 体重 (g); W;, 为 试验 终 各 组 鱼 平均 体重 Cg ; ;为 试验 天 数 Cd) ; No 为 试验 


随后 ， 每 重复 随机 取 10 尾 鱼 ， 用 75% 乙 醇 棉 球 控 拭 鱼 体 表面 以 减少 细 苗 污染 ， 用 无 菌 


两 端 扎 紧 ， 置 于 离心 管 中 ， 加 入 
10 尾 鱼 的 肠 道 置 于 同一 个 离心 


AG FEES RPL a ES H 


HKH PBS 按 107. 107. 10°, 


107. 107 的 梯度 对 匀 浆 液 进行 稀释 后 混 匀 ; 取 不 同 梯度 的 稀释 液 各 50 pL， 分别 涂 布 于 淡水 


鱼 类 培养 基 《〈 青 岛 高 科 


园 海 博 生物 技术 有 限 公司 产品 ， 配 方 如 下 : EAR 5.0 g, PAA 2.5 


g ERS 2.5g, ABE 1.0 g， 和 氧化 钠 15.0g, MIRE 0.05g, HRACH 0.2 g， 琼 脂 15.0 


g; pH7.2~7.4) 上 ， 每 个 样品 做 3 个 平行 。30 "C TR ERR 48 h 后 进行 菌落 计数 ， 并 用 接种 


环 依 此 挑 取 不 同 大 小 、 
温 培 养 24 h 后， 选取 弓 


不 同 颜 色 和 不 同形 状 的 单个 落落 在 培养 基 上 进行 纯化 培养 。30 "Cf 


养 18 ho 各 菌 液 分 别 取 


化 菌落 ， 接 种 于 液体 培养 基 中 ， 置 了 


HERR (200 r/min) 30 'C AGF 


1 mL 置 于 无 菌 离心 管内 ， 与 40% 甘 ; 


按 1:1 比例 混合 后 保存 于 -20 °C 
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93 ”冰箱 ， 待 提取 DNA 用 于 菌株 鉴定 。 


94 产 蛋 白 酶 好 氧 菌株 的 筛选 及 产 蛋 白 酶 能 力 的 测定 : 将 纯化 的 菌 液 稀释 至 10”， 混 匀 后 取 


95 SO0nL 涂 布 于 蛋白酶 筛选 培养 基 〈 配 方 如 下 : 干酪 素 10.0 g, NaHPO, 2.0 g; MgSO, 0.5 g, 


96 ”NaCl0.20 g, L- 栈 氨 酸 0.05 g, FARE 3.0 g， 琼 脂 20 g， 蒸 饮水 1 000 mL. pH 8.0, 121 °C 


97 KA 20 min) 中 ， 每 个 样品 设 5 个 平行 ，28 CF 24 h 后 观察 菌落 周围 有 无 水 解 圈 ， 测 量 
98 ” 产 蛋 白 酶 菌株 的 直径 〈(r，cm)〉 和 对 应 的 水 解 圈 直 径 CR, emD ， 用 水 解 圈 直 径 与 菌株 直径 
99 ZE Re) 表示 产 蛋 白 酶 能 力 的 大 小 。 

100 产 蛋 白 酶 好 氧 菌株 的 鉴定 : 参照 《 伯 杰 细菌 鉴定 手册 》( 第 8 版 ) 对 菌株 进行 细菌 形态 
101 ”观察 和 生理 生化 鉴定 。 


al 


102 16S rDNA 鉴定 方法 如 下 :采用 天 根 公 司 细菌 基因 组 提取 试剂 盒 (TIANamp Bacteria DNA 


103 Kit) 按 试验 操作 提取 目标 菌株 DNA. VLA DNA 为 模板 ， 采 用 通用 引物 扩 增 其 16S rDNA 片 


104 B, EWS 27F: 5'-AGAGTTTGATC(C/A)TGGCTCAG-3'; 反 向 引物 为 1492R: 


105 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'。 扩 应 体系 中 含 ddH2O 21 uL, Mix 25 uL. JE. RESI 


106 ” 物 各 1guL. DNA 模板 2 uL. PCR 扩 增 条 件 为 : 94 C 5 min, 94 'C 30s, 55 'C 30s, 72 'C 90 


N 107 s, (RIA 35 5 72°C 7min, 4 CRTE. PCR 扩 增 产物 由 华 大 基因 公司 测序 。 
108 14 数据 统计 分 析 
~ 109 采用 Excel 2010 和 SPSS 19.0 软件 进行 统计 分 析 , 数据 采用 平均 值 + 标 准 误 (mean SE) 


110 ”的 形式 表示 , 显著 水 平 为 P<0.05。 当 差异 显著 时 采用 1 检 验 比 较 分 析 组 内 和 组 间 的 差异 显著 


113 ”2.1 豆粕 替代 鱼粉 对 乌 鳃 生长 性 能 的 影响 

114 由 表 2 可 知 , D1 组 马 鳗 的 终 末 体重 \ 增 重 率 和 特定 生长 率 显 车 高 于 D2 和 D3 组 (P<0.05)， 
115 ”D2 组 乌 鲁 的 终 末 体重 、 增 重 率 和 特定 生长 率 又 显著 高 于 D3 7H (P<0.05) . DI. D2 和 D3 
116 ”组 乌 鱼 的 成 活 率 分 别 为 88.00%、86.67% 和 88.00%， 豆 粕 替代 不 同比 例 鱼粉 对 乌 鱼 的 成 活 率 


117 没有 产生 显著 影响 (P>0.05) 。 


118 表 2 豆粕 蔡 代 鱼 粉 对 乌 鲁 生 长 性 能 的 影响 
119 Table 2 Effects of replacement of fish meal by soybean meal on growth performance of Channa argus 
项 目 初始 体重 ARKE 增 重 率 特定 生长 率 成 活 率 


Items IBW/,g FBW/g WGR/% SGR/(%/d) SR/% 


D1 组 
D; 8.68+40.09 44.54+0.61° 413.1022.21* 2.60+0.01° 88.00+2.31 
group 
D; 4 
D; 8.6240.12 32.8340.35^ 281.2548.37° 2.12+0.04° 86.6742.67 
group 
D; £H 
D; 8.66+0.21 25.25+0.43° 191.77£8.89° 1.70+0.05° 88.00+2.31 
group 
120 司 列 数 据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.053)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 
121  x3EW. 
122 In the same column, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference 
123 (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as Table 3. 
124 22 豆粕 替代 鱼粉 对 乌 鲁 肠 道 产 蛋白 酶 好 氧 菌 数量 的 影响 
125 通过 对 各 组 乌 鳄 肠 道 菌 群 进行 培养 , 共 分 离 出 21 株 具 有 产 蛋 白 酶 能 力 的 好 氧 菌 。 其 中 ， 
126 ”DD1 组 为 16 株 ，D; 组 为 19 株 ，D; 组 为 20 株 ， 菌 株 编号 见 表 3。 其中，D1 组 未 检 出 的 菌株 
127 ”为 P1003、P1006、P1015、P1016 和 P1020，D， 组 未 检 出 的 菌株 为 P1002 和 P1020, Ds 组 未 
128 ” 检 出 的 菌株 为 P1002。 
129 在 菌株 科 选 的 基础 上 ， 对 每 株 好 氧 菌 的 产 和 蛋白 酶 能 力 进行 测定 ， 测 定 结果 用 Rr 表示 ， 
130 ”结果 见 表 3。 统 计 分 析 表 明 ， 同 组 内 不 同 菌 株 间 的 RA 值 存 在 显著 差异 CP«0.05) . DAA 
131 ” 产 蛋 白 酶 能 力 较 强 的 菌株 为 P1007. P1008 和 P1009, Dz 和 D3 组 内 产 蛋 白 酶 能 力 较 强 的 菌 
132 FRA P1009 和 P1012。 其 中 ，P1009 菌株 在 3 组 内 的 产 和 蛋白 酶 能 力 均 最 强 ，3 组 中 该 菌株 的 
133 ”RA 值 分 别 为 2.91、3.22 和 3.15; Dy 组 内 产 和 蛋白酶 能 力 最 弱 的 菌株 包括 P1002、P1010、P1014 
134 ”和 P1019, DD; 组 内 产 蛋 白 酶 能 力 最 弱 的 菌株 包括 P1003、P1010 和 P1014, D3 ZAP" E EG 
135 ”能 力 最 弱 的 菌株 包括 P1003、P1014 和 P1019. 
136 表 3 分 离 自 乌 鲁 肠 道 的 产 蛋 白 酶 好 氧 菌株 及 其 产 蛋 白 酶 能 力 
137 Table 3 Protease-producing aerobic bacteria strains isolated from Channa argus intestinal tract and their 
138 protease-producing activity (n=5) 


菌株 编号 R/r {È The ratio of R/r 


No. of strains D% Di group DH D2 group D32H Di group 


P1001 1.76+0.04° 1.65+0.06° 1.69+0.05° 


P1002 1.45+0.05? — - 
P1003 — 1.3240.03* 1.3340.04* 
P1004 1.85+0.06° 1.67+40.04° 1.62+0.05° 
P1005 1.76+0.05° 1.89+0.06° 1.842-0.06* 
P1006 E 2.32+0.06' 2.57+0.10! 
P1007 2.68+40.12° 2.50+0.068 2.46+0.10! 
P1008 2.72+0.08° 2.65+0.04" 2.65+0.09' 
P1009 2.91+0.08' 3.22+0.17 3.1540.07^ 
P1010 1.490.082 1.3740.07° 1.5740.11° 
> P1011 1.95+40.06"° 1.7740.11°4 1.73+0.09° 
P1012 2.44+0.20° 2.92+0.16! 2.94+0.148 
m P1013 2.1640.13% 2.29+0.09° 2.18+0.02° 
P1014 1.32+0.12° 1.26+0.11° 1.3140.07" 
P1015 — 2.520.022 2.59+0.09! 
P1016 = 1.99+0.144 1.96+0.09% 
: P1017 2.01+40.05° 1.86+0.10° 1.90+40.06% 
P1018 2.19+40.094 1.95+0.044 1.84+0.06° 
C P1019 1.46+0.10° 1.46+0.06° 1.4240.11* 
P1020 — — 1.62+0.07° 
P1021 2.22+0.54 1.97+0.13° 2.03+0.084 


139 23 RA EAR TS, ee BB E) UI] 
140 由 表 4 可 知 , 豆粕 替代 鱼粉 显著 降低 了 菌株 P1004 70 P1018 的 产 蛋 白 酶 能 力 CP<0.05 )， 
141 ”但 显著 增加 了 菌株 P1009 Fl P1012 的 产 和 蛋白 酶 能 力 CP<0.05) ; 另外 ， 随 着 豆粕 替代 鱼粉 比 


142 ” 例 的 增加 ， 菌 株 P1018 产 和 蛋白 酶 的 能 力 显 著 下 降 (P<0.05) © 


143 表 4 豆粕 替代 鱼粉 对 乌 鳄 肠 道 产 蛋 白 酶 好 氧 菌 产 酶 能 力 的 影响 
144 Table 4 Effects of replacement of fish meal by soybean meal on protease-producing activity of 
145 protease-producing aerobic bacteria in intestinal tract of Channa argus (n=5) 


菌株 编号 RA 值 The ratio of R/r 


146 
147 
148 


149 


150 


151 


152 


153 


154 


155 


156 


157 


No. of strains D1 组 Di D5?H D; group D3 组 Di group 
group 

P1002 1.4540.05 一 
P1003 = 1.32+0.03 1.3340.04 
P1004 1.85+0.06° 1.67+0.04° 1.62+0.05° 
P1006 一 2.32+0.06 2.57+0.10 
P1009 2.91+0.08" 3.22+0.17° 3.15+0.07° 
P1012 2.44+0.20° 2.92+0.16° 2.94+0.14° 
P1015 - 2.52+0.02 2.5940.09 
P1016 一 1.99+0.14 1.96+0.09 
P1018 2.19+0.09° 1.95+0.04° 1.84+40.06" 
P1020 一 = 1.62+0.07 


同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05), 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 CP«0.05) 。 


In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference 


(P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 


2.4 J^] AMEE 7] ocv al PR P1009 的 鉴定 


用 淡水 鱼 类 培养 基 进 行 培养 时 发 现 ， 菌 株 P1009 的 菌落 较 小 ， 中 央 隆 起 ， 且 为 革 兰 氏 


染色 阴性 菌 。 其 生理 生化 特征 如 表 5 所 示 ， 精 氨 酸 双 水 解 酶 试验 、 氧 化 酶 试验 、 和 葡萄糖 发 本 


试验 和 枸 橡 酸 盐 是 验 结果 均 为 阳 公 


E， 而 氧化 酶 试验 和 麦芽 糖 酶 试验 结果 均 为 阴性 。 对 彬 株 


P1009 进一步 进行 16S rDNA 序列 分 析 鉴 定 ， 结 果 表 明 菌 株 P1009 为 铜绿 假 单 胞 菌 


(Pseudomonas aeruginosa) 。 


9" 


FARR P1009 生理 生化 特征 鉴定 结果 


Table 5 Identification results of physiological and biochemical characteristics of strain P1009 


试验 Test 结果 Results ”试验 Test 结果 Results 
精 氨 酸 双 水 解 酶 试验 " 赖 氨 酸 脱羧 酶 试验 
Arginine dihydrolase test Lysine decarboxylase test 

氧化 酶 试验 à 麦芽 糖 氧化 试验 _ 
Oxidase test Maltose oxidation test 

葡萄 糖 发 酵 试 验 " Ta ERR Eh ve à 


Glucose fermentation tset 


Citrate test 


“4" 表 示 阳性 ，“-" 表 示 阴 性 
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158 


159 


160 


161 


162 


163 


164 


165 


166 


167 


168 


169 


170 


171 


172 


173 


174 


175 


176 


177 


178 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


185 


186 


187 


“+” means positive, and “-” means negative. 


3i ic 


鱼粉 


AA RA, BAD 


化 率 等 优点 ， 


需 和 氨基 酸 、 脂 肪 酸 和 未 知 9 


EKA, 3x 


口 性 好 以 及 较 好 的 消 
直 以 来 被 作为 水 产 饲料 中 的 主要 和 蛋白质 源 。 在 本 研究 中 ， 全 鱼粉 对 照 组 CD 
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组 ) 马 鲁 的 增 重 率 和 特定 生长 率 显 闭 高 于 豆粕 丛 代 组 (D5 组 、D;3 组 )， 充 分 说 明 鱼 粉 是 水 
产 饲料 的 优质 蛋白 质 源 ("1。 当 豆粕 蔡 代 不 同比 例 鱼 粉 ,使 得 饲料 中 豆粕 添加 量 分 别 为 35% 和 


75% 时 ， 乌 鳄 的 生长 受到 了 显著 影响 ， 这 可 能 与 大 豆 中 含有 的 某 些 营 养 后 抗 因子 ， 比 如 大 豆 


D: 


n XU, 


Ex. RE AMI. Fe 
All FA E38 MU PAN AHL, THER 
聚积 着 10 倍 于 人 体 细 胞 数 、100 倍 于 人 体 基 
在 肠 道 内 构成 了 复杂 的 微 生 态 系统 59。 


生境 ) 三 者 之 让 


HE LETT AT 


养 物质 ; 


结果 表明 ， 野 生 银 名 


Inu 


FLH44% n] EE PR HET BE 


动物 消化 道内 存在 大 量 的 微生物 。 以 人 体 为 例 ， 结 肠 内 
因 组 的 细菌 ， 种 类 达到 1 150 种 之 多 03， 这 些 细 著 
消化 道 菌 群 与 宿主 和 消化 道 环境 《如 饲料 或 食物 及 
J 构成 了 相互 作用 与 相互 依赖 的 “三 角 ” 关 系 ， 参 与 动物 饲料 消化 、 营 养 吸 收 、 
能 量 代 谢 的 过 程 i 站 1。 本 试验 通过 对 乌 鲁 肠 道内 的 好 氧 菌 进行 培养 ， 共 筛选 出 21 株 具有 产 蛋 
白 酶 能 力 的 好 氧 菌株 。 王 建 建 等 (通过 对 野生 和 养殖 银 蚀 Pampus argenteus) MLR Ar 

消化 道内 分 离 到 16 株 产 酶 菌 ， E: 
白 酶 ， 养 殖 银 铺 消 化 道内 分 离 到 22 株 产 酶 菌 ， 其 中 70% 可 培养 菌 可 产 蛋 
用 培养 法 对 凡 纳 滨 对 虾 (Litopenaeus vannamei) 肠 道内 的 微生物 进行 培养 ，; 
白 酶 的 菌株 。 以 上 结果 说 明 , 动物 肠 道 内 的 微生物 具有 分 泌 消 化 酶 的 功能 ， 
行 消化 吸收 ， 从 而 提高 宿主 对 饲料 的 利用 率 中 1。 


白 酶 。 杨 亚 东 等 中 


Ray 等 PH 研究 发 现 ， 生 长 在 同一 环境 下 摄食 不 同 食物 的 卡特 拉 镶 (Catla catla) 、 印 度 
鲜 (Cirrhinus mrigala) 和 南亚 野 鳞 (Labeo rohita) 消化 道 菌 群 所 产 酶 的 种 类 和 活性 不 同 ， 
这 也 证 明了 鱼 类 消化 道 菌 群 结构 随 食物 的 改变 而 发 生 “ 结 构 一 功能 ”的 变化 。 本 研究 中 , 用 豆 


粕 蔡 代 不 同比 例 鱼粉 后 ， 乌 鲁 肠 道 闫 蛋白 


酶 好 氧 菌株 的 种 类 和 数量 发 生 了 变化 。 例 如 ，D2 


和 D3 组 乌 鲤 未 检测 出 菌株 P1002，D1 组 乌 鲁 未 检测 出 菌株 P1003、P1006、P1015 和 P1016， 


而 D1 和 D2 组 乌 鱼 未 检测 出 菌株 P1020。 同 时 ,部 分 菌株 的 产 蛋 白 


受 
和 助 于 提高 菌株 P1009 和 P1012 的 产 和 蛋白酶 能 力 。 对 其 他 鱼 类 


豆粕 蔡 代 鱼粉 
饲料 蛋白 质 的 来 源 显著 影 


料 中 30% 的 鱼粉 ，] 


Gajardo 等 王 用 不 同 种 类 的 植物 人 
发 现 ， 全 鱼粉 对 照 组 的 大 西洋 刍 肠 道内 含有 较 多 的 杆菌 属 、 链 球菌 属 、 梭 菌 属 和 鲜 杆 菌 属 ， 


和 蛋白质 源 蔡 代 鱼粉 饲 喂 大 西 沪 


酶 能 力也 


到 了 显赫 的 影响 ， 


的 研究 也 证 明 ， 


响 肠 道 菌 群 结构 。 例 如 ， 用 豆粕 蔡 代 金 头 鱼 Sparus aurata L.) 饲 


其 肠 道中 蓝藻 和 乳 杆 菌 数 量 显著 增加 ， 但 Symrergisteles 数 量 显著 下 降 F。 


Ef: (Salmo salar L.) ， 结 果 
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以 上 结果 可 能 与 微生物 生长 所 需 营 养 成 分 有 关 , 由 于 植物 性 蛋白 质 源 中 含有 更 多 的 难以 消化 
的 纤维 和 低 分 子 低 聚 糖 ， 因 此 也 更 利于 以 此 为 代谢 底 物 的 乳酸 菌 等 微生物 的 生长 ?1。 


益生 菌 是 一 类 具有 巨大 实用 价值 的 生物 工程 产品 , 常见 水 产 益 生 菌 的 种 类 主要 有 乳酸 菌 


和 芽孢 杆菌 等 ， 其 中 应 用 最 广泛 的 是 能 产生 蛋白 酶 的 芽孢 杆菌 ， 其 在 促进 养殖 动物 生长 、 增 


EA 


强 抗 病 力 、 改 善 水 体 环 境 等 方面 具有 重要 人 作用。 另外， 从 养殖 动物 肠 道内 分 离 出 的 其 他 菌 种 


也 可 以 作为 潜在 益生 菌 进行 开发 利用 。 在 本 研究 中 ,从 马 鲁 肠 道内 篇 选 的 铜绿 假 单 胞 菌 具 有 


较 高 的 产 蛋 白 酶 能 力 。Chythanya 等 0 研究 了 铜绿 假 单 胞 菌 胞 外 产物 对 哈 维 氏 弧 菌 C 


harveyi) 、 副 溶血 弧 菌 CV. parahaemolyticus) ~ WINE CV. fluvialis) SEXT EF BUR E AIH ai 


效果 ， 确 定 了 铜绿 假 单 胞 菌 对 这 些 病原 菌 的 抑 菌 作用 。Vijayan 等 上 发 现 铜绿 假 单 胞 菌 能 


效 抑制 弧 菌 和 气 单 胞 菌 。 鉴 于 铜绿 假 单 胞 菌 在 蛋白 酶 分 泌 和 抑 菌 方面 的 重要 功能 , 可 以 考虑 


将 其 作为 益生 菌 开 发 的 潜在 菌 种 。 同时, 考虑 到 豆粕 蔡 代 鱼粉 后 对 乌 鲁 肠 道内 的 产 蛋 白 酶 菌 
株 及 其 产 蛋 白 酶 能 力 均 产生 了 一 定 变 化 , 因此 在 开发 益生 菌 的 同时 , 应 考虑 到 饲料 原料 的 影 
响 ， 以 期 能 最 大 程度 地 发 挥 益生 菌 的 重要 功能 。 需要 注意 的 是 ， 部 分 产 蛋 白 酶 菌株 ， 如 蜂窝 


哈 夫 尼 亚 菌 和 维 氏 气 单 胞 菌 ， 


15] T- AR ES 。 


据 估 计 ， 状 椎 动 物 消化 道内 可 被 鉴定 的 微生物 仅 占 10%， 而 能 在 实验 室 条 件 下 进行 培养 


的 微生物 仅 占 1%B030。 对 淡水 鱼 如 神仙 鱼 (Pterophyllum scalare) 和 眼 斑 星 丽 鱼 CAstronotus 


ocellatus) 以 及 海水 鱼 如 漠 斑 牙 钙 CParalichthys lethostigma) 进行 的 研究 也 发 现 ， 消 化 道 厌 


氧 戎 在 鱼 类 营养 物质 消化 和 吸收 过 程 中 发 挥 重 要 的 作用 , 这 些 厌 氧 菌 能 够 提供 多 种 不 同 的 酶 ， 


包括 糖 酶 、 磷 酸 酶 、 脂 肪 酶 以 及 蛋白 酶 等 ， 从 而 帮助 鱼 类 对 营养 物质 进行 消化 和 吸收 请。 


某 些 可 培养 菌 无 法 正常 生长 。 


忆 此 ,本 试验 采用 基础 培养 试验 的 方法 对 乌 鳃 肠 道 内 产 和 蛋白 酶 菌株 进行 分 析 , 本 身 存 在 一 定 
的 局 限 性 。 另 外 ， 由 于 本 试验 仅 采 用 洽 水 鱼 类 拱 养 基 进 行 产 蛋 白 酶 菌株 的 筛选 ， 可 能 会 导致 


因此 , 对 马 鲤 肠 道 益生 菌 的 开发 还 需 依赖 菌株 培养 方法 和 试验 


O 马 鲁 肠 道内 存在 着 丰富 的 产 蛋 白 酶 好 氧 菌 ， 这 些 好 氧 菌 的 产 重 白 酶 能 力 存 在 一 定 的 


Zo EH, WER P1009, P 


HEX 2.44—3.22. 


O 豆粕 替代 鱼粉 显著 降低 了 菌株 P1004 RI P1018 的 产 和 蛋白 酶 能 力 ， 但 显著 增加 了 菌株 
A 


P1009 fll P1012 的 产 蛋 白 酶 和 


力 显 著 下 降 ， 该 结果 说 明了 


肖 化 道内 菌 群 结构 对 食物 具有 可 塑性 。 


1008、P1007、P1012 和 P1015 的 产 和 蛋白酶 能 力 较 强 ，RA 值 范 


EE 力 。 随 着 豆粕 蔡 代 鱼粉 比例 的 增加 ， 菌 株 P1018 的 产 蛋 
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© 通过 16S rDNA FF Fa) Hr Se Ze BH P^ 58 EA ERE 7J cR EJ PL P1009 是 铜绿 假 单 胞 
结合 铜绿 假 单 胞 菌 的 特性 ， 可 以 考虑 将 其 作为 益生 菌 开发 的 潜在 菌 种 。 
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Effects of Replacement of Fish Meal by Soybean Meal on Composition and Protease-Producing 
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Abstract: In order to investigate the effects of replacement of fish meal by soybean meal on 
composition and protease-producing activity of protease-producing aerobic bacteria in intestinal 
tract of Channa argus, the protease producing bacteria in intestinal tract of Channa argus were 
isolated and cultured. The selected strains were further quantitatively assayed for the 
protease-producing activity. One control group (Di group) diet was formulated with fish meal as 
the main protein source, and the fish meal addition in this diet was 55%. Next then, two 
experimental group diets were formulated using soybean meal to replace different ratio of fish 
meal in control group diet, and the soybean meal in those two diets was 35% (D2 group) and 75% 
(D3 group), respectively. Each diet was assigned to three replicates of 28 Channa argus with the 
average body weight of (10.5040.84) g for 8 weeks in a re-circulated water system indoor. The 
results showed as follows: The final weight, weight gain rate and specific growth rate was 
significantly decreased with the replacement ratio of fish meal by soybean meal increasing 
(P<0.05). A total of 21 protease-producing aerobic bacteria were isolated from the intestine of 
Channa argus, which was 16 from Di group, 19 from D» group and 20 from D; group. The 
replacement of fish meal by soybean meal significantly decreased the hydrolysis spot diameter (R) 
/strain diameter (r) value of strains P1004 and P1018 (P<0.05), which was used to express the 
protease-producing activity, but significantly increased the R/r value of strains P1009 and P1012 
(P<0.05). With the replacement ratio of fish meal by soybean meal increasing, the R/r value of 
strain P1018 was significantly decreased (P<0.05). Physiological and biochemical characteristics 
identification and 16S rDNA sequence analysis revealed that the strain P1009, whose 
protease-producing activity was the highest in the present study, was Pseudomonas aeruginosa. In 
summary, the results indicate that there exist a great variety of protease-producing aerobic bacteria 
in intestinal tract of Channa argus, and the replacement of fish meal by soybean meal can affect 
both the quantity and protease-producing activity of protease-producing bacteria. Strain P1009 
which from the intestinal tract of Channa argus has the highest protease-producing activity, and it 


can be as a potential source of probiotics. 


Key words: Channa argus; protein source; protease-producing aerobic bacteria; 


protease-producing activity; probiotics 


